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Arzneimittel zur Stimulation der Proliferation von Leberzellen und Leberschutz- und Wachstumsf aktor. 



© Ein Leberwachstumsf aktor wird hergestellt aus dem 
Blutplasma normaler Tiere. Das Bfutplasma wird durch Arv 
sauerung und Hitzeeinwtrkung denaturiert. Es entsteht ein 
leicht proliferationsaktiver Faktor. Durch Einwirken einer 
Peptid/Peptidylhydrolase entsteht ein hochaktiver Leber- 
schutz- und WachstbOEfcfaktor, der ein Peptid mit einem 
Molekulargewicht von ca. 1 200 D ist. 
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Arzneimittel zur Stimulation der Proliferation 
von Leberzellen 

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur Stimu- 
lation der Proliferation von Leberzellen und einen 
Leberschutz- und Wachstumsf aktor . 

Es ist bereits bekannt, einen Leberwachs turns f aktor 
aus der Leber teilhepathektomierter Ratten zu extra- 
hieren. Es handelt sich dabei urn ein Protein oder 
Proteid, das keine fUr die Aktivitat bedeutsame 
Neuraminsaure besitzt, mit einem Molekulargewicht 
zwischen 30000 und 50000 D. Die Wirkung ist organ- 
spezifisch, jedoch nicht spezies-spezif isch (Ruhen- 
sti^oth-Bauer , Goldberg, Silz u. Strecker, Hoppe- 
SejMer's Z. Physiol. Chem. Bd. 359 , S. 543-545 
CApril 1977); vgl. ferner die altere deutsche Patent- 
anmeldung P 28 14 981.7-41 v. 7.4.1978 derselben An- 
melderin; siehe ferner als Stand der Technik Deme - 
trion , A. A . and Levenson, S.M . , Annual Meeting of 
the American Ass. for the Study of Liver Disease, 
Nov. 6-8, 1978, Chicago, Jll. , p. 959). Es ist auch 
Gegenstand der &lteren Patentanmeldung , aus dem 
Plasma von Tieren mit teilhepathektomierter Leber 
einen Vorfaktor zu extrahieren, aus dem sich ein 
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Leberwachs turns faktor durch Behandlung mit Neura- 
minidase Oder N e ur amy 1 trans f erase abspalten lafit. 
Aus dieser letztgenannten Art der Gewinnung des 
Leberwachs turns faktors lSfit sich folgendes Wirkungs- 
modell ableiten: Die teilhepathektomierte Leber 
sendet einen irgendwie gearteten Reiz aus, der auf 
eine im einzelnen noch nicht bekannte Art und Weise 
zur Existenz des Vorfaktors im Blutplasma f uhrt , 
der dann z.B- durch Neuraminidase, die im Blut teil- 
hepathektomierter Tiere vermehrt vorhanden ist, in 
den eigentlichen Leberwachs tumsf aktor umgesetzt wird , 
der zu Proliferation der Leberzellen f uhrt . 



15 



Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde , weitere 
Leberwachs turns faktoren zu isolieren. 



20 



Diese Aufgabe wird durch die im Kennzeichen des 
Patentanspruches 1 angegebenen Merkmale gelost. Die 
Erfindung betrifft Leberschutz- und Wachs tumsf aktor 
selbst . 



Die Leberwachs turns faktoren werden danach also aus 
dem Blutplasma nicht teilhepathektomierter Tiere ge- 
wonnen. Die Erfindung niitzt die neue Erkenntnis , dafc 
25 es - neben dem oben geschilderten Regelkreis - fur 
aSs Leberwachstum einen davon unabhSngigen zweiten 
R&gelkreis gibt , der durch eine stets , also nicht 
r.erst nach Teilhepathektomie , im Blutplasma vorhandene 
Substanz gebildet wird ( Faktor aus dem Plasma von 

30 Normaltieren = NP). Durch Einwirkung einer Peptid/ 
Peptidyl-Hydrolase, z.B. Trypsin-Chymotrypsin wird 
dieser Faktor in einen hochaktiven Leberwachs turns - 
faktor umgesetzt (Plasma von Normaltieren behandelt 
n,it Trypsin-Chymotrypsin = NPTC). Diesen neuen Leber- 

J5 wachstumsf aktor kann man als Teil eines neuen "zweiten" 
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Rep,elkreis bezeichnen, der von dem eingangs er- 
orterten Regelkreis , wie er sich aufgrund der 
alteren Patentanmeldung P 28 14 9 81.7-41 ergibt , 
unabhangig ist ( zum Nachweis siehe unten). 



5 



Man gewinnt also durch Saure-Hitze-Extraktion 
(NP-Extrakt) des Blutplasmas zunachst einen ersten 
neuen leichtaktiven Leberwachs turns f aktor . Es 
handelt sich dabei um eines oder mehrere Proteine. 

10 Bereits dieser hat als solcher also eine leicht 

prolif erationsaktivierende Wirkung. Nach einer Be- 
handlung mit Trypsin-Chymotrypsin geben diese Pro- 
teine ein oder mehrere Peptide ab 9 die nun aufter- 
ordentlich stark prolif erationsaktivierend wirken 

15 (NPTC-Extrakt) . 

Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem aus teil- 
hepathektomierten Tieren gewonnenen Leberwachs turns - 
f aktor gemaft der alteren Patentanmeldung P 2 8 14 9 81. 
20 7-41 um ein Protein oder Proteid, das bei einer 

enzymatischen Behandlung mit Trypsin-Chymotrypsin 
zerstort wird. Das ist ein erster Nachweis fur die 
Unabhangigkeit dieses, neuen Regelkreises von dem 
oben erwahnten ersten Regelkreis. 

25 

Daft der NP-Extrakt, der aus Blutplasma durch An- 
sauerung und Hitzedenaturierung gewonnen wird, be- 
reits eine gewisse Prolif erations-Aktivitat aufweist, 
kann auf eine Eigenschaft der Proteine selbst zurilck- 
30 zuftihren sein oder aber darauf , daft schon im NP- 
Extrakt, mSglicherweise an die Proteine gebunden , die 
im NPTC-Faktor enthaltenen Peptide in gewisser Menge 
vorhanden sind. 



35 Der noch nicht mit Trypsin-Chymotrypsin behandelte 

NP-Extrakt normaler Tiere weist bereits eine gewisse 
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Froliferationsaktivitat auf , die Uber der- 
jenigen der (NaCl-)Kontrollwerte liegt. Die 
Aktivitat des mit Trypsin-Chymotrypsin be- 
handelten NPTC-Extraktes liegt erheblich h6her. 
5 Peptid:Peptidyl-Hydrolasen wie Trypsin-Chymo- 
trypsin spalten typischerweise Peptidverbin- 
dungen bzw. -ketten in einzelne Peptide auf. 
Eine Behandlung dieses hochwirksamen Leberwachs- 
tumsfaktors NPTC mit Pronase , einem Enzym, das 
10 Peptide weiter abbaut , ergibt einen vollkommenen 
Verlust der Proliferationsaktivitat . Daraus er- 
gibt sich, daft der neue Leberwachs turns faktor ein 
Peptid is t . 

IS Dafi es sich bei diesem neuen Regelkreis urn einen 
solchen handelt, der von dem bekannten Regelkreis 
unabhiingig ist, ergibt sich neben dem oben er- 
wahnten Nachweis ferner daraus , daft eine Behand- 
lung des neuen Leberwachstumsf aktors mit Neura- 

20 minidase oder Beta-Galaktosidase seine Aktivitat 
nicht beeinflufit. Es wird also nicht, wie bei dem 
bereits bekannten "ersten" Leberwachs turns faktor , 
sofern er aus Plasma gewonnen wird, durch Behand- 
lung mit Neuraminidase eine Neuraminsaure abge- 

2 5 spalten und damit der Rest aktiviert. 

Da ferner Neuraminsaure meist an Beta-Galaktose 
: v gekoppelt ist, die nach Abspaltung der Neuramin- 
saure von entsprechenden Rezeptoren in der Leber 
30 aufgenommen wird, musste ein Faktor auf der Grund- 
lage dieses bekannten Modells inaktiv werden , wenn 
die Beta-Galaktose durch Beta-Galaktosidase abge- 
spalten wird. Das ist jedoch bei dem neuen Leber- 
wachs turns faktor nicht der Fall. 



10 
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Wie im einzelnen weiter unten noch darzus tellen 
sein wird, laflt sich der im NP-Extrakt ent- 
haltene Wirkstoff qualitativ zwar als Protein 
Oder Proteid kennzeichnen ; seine wichtigste 
Charakterisierung ist aber darin zu sehen , daS 
bei Einwirkung von Trypsin-Chymotrypsin die 
wesentlich genauer charakterisierbaren Wirkstoffe 
die im NPTC-Extrakt enthalten sind, entstehen. 

Der neue Leberwachs tumsf aktor wird wie folgt ge- 
wonnen : 



15 



20 



25 



30 



Man entnimmt das Blutplasma normaler Ratten. Die 
Versuche wurden mit weiblichen 95-105 g schweren 
SPF-Wistar-Ratten (Institut fur Strahlen-Umwelt- 
fors chung, Neuherberg/MUnchen ) durchgef Uhrt . Nach 
der Totung der Tiere wurden diese entblutet und 
das Blutplasma wie folgt gewonnen und aufbereitet: 
Das heparinisierte Vollblut wird 20 min. bei 
4000 g zentrifugiert und das Plasma abpipettiert . 

Das gewonnene Blutplasma wurde mit einer Salzsaure 
(HCl-)Losung in der Konzentration von 0,1 N auf 
den pH-Wert 5,5 gebracht . Diese Ansauerung ist ein 
wichtiges Selektionsmittel zur Abspaltung einer 
groflen Anzahl von Proteinen: Sie werden ausg, ...lit 
un4 damit dem weiteren Konzentrations- bzw. ; j- 
lationsprozei^ entzogen. Nach Abscheidung der aus- 
gefallten und damit unwirksam gewordenen Sub- 
stanzen wurde die Restsubstanz bei einer Temperatur 
von 9 5°C far die Dauer von 20 Minuten hitzedena- 
turiert. Damit werden weitere Bestandteile des Plas- 
mas, und zwar solche, die bei dieser Hitze und bei 
diesem pH-Wert nicht bestSndig sind, ausgefallt. 
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Durch die Ansauerung auf 5 ,5 pH und die Hitze- 
cienaturierung wird ein grofier Anteil der Be- 
standteile des Plasmas entfemt. Anschliefiend 
erfolgt eine Zentrif ugierung fur die Dauer von 
5 15 Minuten mit *000 g (Minifuge Christ Osterode/ 
Harz). Der Oberstand enthalt somit nur die- 
jenigen der insgesamt urspriinglich im Blutplasma 
enthaltenen Wirkstoffe , die bei pH = 5,5 und 
95°C stabil sind, diese jedoch in konzentrierter 
10 Form. Urn auch noch diejenigen Teile der Wirkstoffe 
zu erfassen, die evtl. in den bei der Zentrif u- 
gierung enthaltenen Niederschlagen enthalten sino, 
warden die Niederschlage wiederum mit aqua bidest. 
auf das ursprungliche Volumen auf gef tint , erneut 
15 einer Ansauerung von P H = 5,5 und einer Hitze- 
denaturierung bei 9 5°C unterzogen und zentrif u- 
giert. Dieser Vorgang wurde insgesamt zweimal 
wiederholt. Damit hat man den NP-Extrakt erhalten . 

Die Oberstande (NP-Extrakt) dieser insgesamt drei 
Zentrifugationsvorgange wurden zusammengegeben und 
der folgenden Trypsin-Chymotrypsin-Behandlung unter- 



20 



25 



30 



zogen 



Von den Oberstanden werden 150 mg in 20 ml aqua 
bidest. gelost, auf pH 7,6- gebracht und bei 30 C 
"fUr zwei Stunden mit jeweils 80 U Trypsin, reins t. 
vund 90 U c^-Chymotrypsin, reins t. (Serva, Heidel- 

terg ) inkubiert . 

Zur Inaktivierung der restlichen Enzymaktivitaten 
WU rde dann 30 Minuten bei 95°C inkubiert und zentn- 
fugiert. Man erhielt derart den den Leberwachs turns - 
faktor enthaltenden NPTC-Extrakt . 
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Danach wurde die Losung lyophilisiert , in 2 ml 
einer 0,9% NaCl-LSsung aufgenommen und normalen 
Ratten intraperi tonal (i.p.) injiziert, Kontroll- 
tieren wurde dieselbe Menge einer 0,9%igen 
NaCl-Losung i.p. injiziert. 

Die Messung der Proliferation der Leberzellen 

nach Injektion des NPTC erfolgt durch Messung 

der DNA-Synthese , indem in die DNA eingebaute 

radioaktive Substanzen gemessen wurden, namlich 
3 

H-Methylthymidin (spezielle Aktivitat von 25 Ci/ 
mmol; Radiochem. Center, Amersham). 

Den Versuchtstieren und den Kontrolltieren wurde 

19 Stunden nach der Injektion des NPTC 50 u Ci 
3 

H-Methylthymidin injiziert. Nach einer Stunde 
wurden die Tiere getotet. Die Leber wurde ent- 
fernt und bei -20°C aufbewahrt. 

Danach erfolgte eine Extraktion der DNA der Leber 
nach Weinbren, K. u. Woodward, E . (Br. J. exb. 
Path. 45,H42-449 (1964)). Ein.Teil dieses Ex- 
traktes wurde zu einer Radioaktivitatsmessung 
verwendet. Dazu wurden 1,5 ml PCA- ( Perchloressig- 
saure )haltigen Losung mit 0,5 ml NaOH in der 
rKonzentration IN neutralisiert . Die entstehende 
J-osung wurde in einem Scintilationsglas chen mit 
5 ml Triton X und 10 ml Toluol (0,6 PP0 ; PP0 = 
1,5 - Diphenylloxazol) versetzt. 

Mit Hilfe eines Liquid-Scintilationszahlers (Inter- 
technique, Paris) wurde dann die Radioaktivitat 
als Anzahl der Zerfaile pro Minute (Zpm) gemessen. 
Ein weiterer Teil des DNA-Extraktes wurde zur Mes- 
sung der DNA-Konzentration nach Burton (Biochem. 
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J. 62, S. 315-323 (1956)) verwendet. Man er- 
hait auf diese Weise als Mafi fur die DNA- 
Synthese die spezifische Aktivitat in Zpm/^g 
DNA. 

Die mit dem NPTC-Extrakt injizierten normalen 
Ratten zeigten unter den genannten Versuchsbe- 
dingungen im Durchschnitt eine mittlere spezi- 
fische Aktivitat von 372 + " Z P m/ Kg » NA (Anzahl 
der Versuchstiere: n = 8). 

Die mit dem NP-Extrakt injizierten normalen 
Ratten zeigten unter denselben Bedingungen im 
Durchschnitt eine mittlere spezifische Aktivitat 
von 170 + 36 Zpm/fig DNA (n = 6). 

Bei den mit physiologischer Kochsalzlosung in- 
jizierten normalen Ratten ergab sich ein Wert von 
105 + 22 Zpm/jag DNA (n = 8). 

Der aus dem normalen Blutplasma gewonnene NP- 
Extrakt ohne Trypsin-Chymotrypsin-Behandlung zeigt 
bereits eine erhShte Aktivitat. Der NPTC-Extrakt 
zeigt eine Steigerung urn den Faktor 3,5 mit hoher 
statistischer Sicherheit (p«0,01). 

'j)ieser Nachweis bedeutet, dafi die i.p .-Injektion 
des NPTC-Extraktes bei normalen Tieren zu einer 
; " erheblichen Steigerung der DNA- Syn these fUhrt, 

die ihrerseits eine notwendige Voraussetzung einer 
Zellteilung und damit eines Leberwachs turns durch 
Zellteilung ist. 

Ein weiterer Versuch ergab, dafi der NPTC-Extrakt 
3 5 auch in Kulturen von Hepatozyten adulter Ratten 



20 



25 



30 
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proliferationsaktiv ist. Diese Kulturen wurden 
wie folgt gewonnen: 

Aus Ratten mit einem Gewicht von 350-450 g wurden 
Hepatozyten mit Collagenase nach der Methode von 
G. Williams (in vitro, 13, 809 (1977)) isoliert. 
Die Zellen wurden mit jeweils 10 ml L-15 Medium 
(Boehringer Mannheim) zweimal gewaschen. Danach 
wurden sie in L-15-Medium auf geschwemmt , die End- 
konzentration betrug 2 - H x 10 5 Zellen/ml. Je- 
weils 1 ml dieser Suspension kam in eine Petri- 
schale, dazu wurden je 100 pi fotales Kalberserum 
zugefiigt. Nach einer Inkubations zeit von U Stunden 
(37,5°C, 100% 0 2 ) wurden je Schale 5-7 jug eines 
NPTC-Extraktes bzw. bei den Kontrollen physio- 
logische NaCl-Losung hinzugefugt. Nach weiteren 
19 Stunden Inkubation wurde fur eine Stunde mit 
jeweils 0,5 /uCi 3 H-Thymidin markiert. Nach 6- 
maligem Waschen mit NaCl-Losung wurde der Einbau 
mit eiskalter 7% TCA-L6sung gestoppt, die Zellen 
auf Glasf aserfilter abgesaugt und mit TCA und an- 
schlie£end mit Athanol nachgewaschen . Die Filter 
wurden bei 120°C getrocknet und nach oben ge- 
schilderter Methode im Liquid-Scintilations zahler 
gemessen . 

fm Vergleich zu Kontrollen zeigte sich bei den 
Kulturen, zu denen NPTC zugegeben war, ein urn den 
Faktor 3-H vermehrter Einbau von Thymidin im Ver- 
gleich mit den Kontrollkulturen. 

Qualitativ lafit sich der gefundene Leberwachs- 
tumsfaktor wie folgt charakterisieren : 
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Eine Behandlung des NPTC-Extraktes mit Pronase 
ftlhrte zur Inaktivitat: Dazu wurde ein NPTC- 
Extrakt in 10 ml aqua bidest. gelost, auf pH 
7,5 gebracht und bei 37°C fiir zwei Stunden mit 
100 U Pronase P (Sigma, Miinchen) inkubiert. Zur 
Inaktivierung der restlichen Enzymaktivitat 
wurde dann 30 min. bei 95°C inkubiert und zentri- 
fugiert. Danach wurde die Losung lyphilisiert , 
in 2 ml 0,9% NaCl-Losung aufgenommen und normalen 
Ratten injiziert. 

Es ergab sich eine Proliferationsrate von 
75+9 Zpm/ug DNA. Da einerseits die hone Akti- 
vitat durch eine Trypsin-Chymotrypsin-Behandlung 
erst hergestellt wird , andererseits durch eine 
Behandlung mit Pronase zerstort wird, la.fi t sich 
daraus der SchluB ziehen , dafi es sich urn ein 
Peptid handelt. 

Der NPTC-Extrakt wurde ferner mit Neuraminidase 
und mit Galaktosidase behandelt: 

Zur Behandlung mit B-Galaktosidase wurde ein NPTC- 
Extrakt in 10 ml aqua bidest. gelfist, auf pH 7,3 
.gebracht und bei 37°C fiir eine Stunde mit 5 U 6- 

Calaktosidase (Sigma, Miinchen) inkubiert. Zur 
v Inaktivierung der restlichen Enzymaktivitat wurde 
"dann 30 min. bei 95°C inkubiert und zentrif ugiert . 
'Danach wurde die klare LSsung lyophilisiert , in 
2 ml 0,9% NaCl-Losung aufgenommen und normalen 
Ratten injiziert. 

Zur Behandlung mit Neuraminidase wurde ein NPTC- 
Extrakt in 10 ml aqua bidest. geiast, auf 5,5 
gebracht und bei 37°C fiir eine Stunde mit 250 U 
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Neuraminidase ( Behringwerke AG, Marburg) inkubiert. 
Zur Inaktivierung der restlichen Enzymaktivitat 
wurde dann 30 min . bei 95°C inkubiert und zentri- 
fugiert. Danach wurde die Losung lyophilisiert , in 
5 2 ml 0,9% NaCl-Losung auf genommen und normalen 
Ratten injiziert* 

Sowohl nach der Enzymbehandlung mit fl-Galaktosidase 
als auch nach Neuraminidase-Behandlung anderte sich 
10 nicht die hohe Prolif erationsakti vitat des be- 
handelten NPTC-Extraktes . 

Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde eine G 
15 -Chromatographie durchgef iihrt . Als Saulenmaterial 

15 wurde Sephadex G 15 verwendet (Saulenvolumen 121 ml). 
Nach dem Aquilibrieren der Saule mit 50 mM TRIS- 
Puffer, pH 7,6, wurde ein NPTOExtrakt , gelost in 
2 ml desselben Puffers, aufgetragen. Die Flu&rate 
betrug 11 ml/h. Es wurden 5 ml-Fraktionen gesammelt 

20 und die OD 28Q gemessen. Die einzelnen Proteingipf el 

wurden gesammelt, lyophiiisiert, in 2 ml aqua bides t. 
aufgenommen und normalen Ratten injiziert. Zur Be- 
stimmung des Molekulargewichts wurden folgende 
Referenzsubstanzen unter denselben Bedingungen auf 

25 -.^die Saule aufgetragen: Glutathion (MG 307 ), NAD 
. S (MG 66 3 ), 7er Peptid (MG 9 81). Fur den aktiven 
S Proteingipfel ergab sich ein Molekulargewicht von 
ca. 1200. 

30 Mit den beschriebenen Methoden wurde auch ein NPTC- 
Extrakt aus menschlichem Blutplasma hergestellt. 
Der derart aus Humanplasma gewonnene NPTC-Extrakt 
wurde Ratten i.p. injiziert. Nach der Aufarbeitung 
ergab sich bei den Ratten eine Proliferationsrate 

35 von 410 + 112 Zpm/pg DNA (n = 5). 
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Daraus ist der Schlufi zu ziehen , dafi der NPTC- 
Faktor nicht spezies-spezif isch ist. Das lafit 
dann wiederum mit hoher Wahrscheinlichkeit auf- 
grund der Versuche mit Ratten den Schlufi zu , daft 
5 der Faktor auch beim Menschen dieselbe Wirkung 
hat. 

Eine Untersuchung von Milz und Niere der Ratten 
nach einer Injektion des NPTC-Extraktes ergab 
10 Proliferationsraten von 307 + 66 Zpm/fig DNA fur 
Milz (Kontrolle 354 + 31) und 51 ± 13 Zpm/pg DNA 
fur Niere (Kontrolle 43 + 10) (n = *0. 

Es ergab sich also keine feststellbare Veranderung. 
15 Daraus ist der Schluft zu ziehen , daft der ge- 

fundene Leberwachs tumsf aktor organspezif isch ist. 

Es ist natUrlich moglich , den in der beschriebenen 
Weise gewonnenen Leberwachs tumsf aktor NP oder NPTC 

2 0 chemisch zu modif izieren , ohne da£ er seine Wirk- 

samkeit verliert , also etwa dadurch , dafi an einzelne 
Gruppen andere angelagert oder da£> sie mit anderen 
ausgetauscht werden . Daher umfaBt die Erfindung 
auch aquivalente chemische Modif ikationen der Fak- 

2 5 toren NP und NPTC. 

Fu*r die Herstellung wurde oben u.a. die Ansauerung 
fauf pH = 5,5 und die Hitzedenaturierung bei ca. 
95°C angegeben. Das ist im Sinne einer moglichst 
30 effektiven Gewinnung zu verstehen. Es hat sich ge- 
zeigt, daiS der Faktor auch noch bei 120°C stabil 
ist, wenngleich die Gewinnung am besten in der 
dargestellten Weise bei 9 5°C erfolgt. Auch eine 
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Hitzedenaturierung bei nur 80°C kann ein bereits 
in gewissem Umfang brauchbares Ergebnis lief em. 

Dasselbe gilt fur den pH-Wert. Abweichungen (also 
5 etwa pH = 5,0 Oder 5,3) fuhren dazu , daft man 

weniger Substanzen ausfallt; man erhalt also einen 
weniger reinen Extrakt, der jedoch auch schon eine 
gewisse Wirksamkeit hat. Im Bereich von pH = 5 ,0 
bis 5,5 haben sehr viele Proteine ihren isoelek- 
10 trischen Punkt, so daft gerade dieser Bereich fur 
das Ausfallen vieler Proteine giinstig ist. 



Ende der Beschreibung 
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Patentanspriiche : 

Arzneimittel zur Stimulation der Proliferation von 
Leberzellen, dadurch gekennzeichnet , dafi es als 
Wirkstoff einen Neuraminsaure-freien sowie Beta- 
Galactose-freien Blutplasraaextrakt mit einem Mole- 
kulargewicht von etwa 1200 D enthalt , der aus Blut- 
plasma durch Ansauerung auf pH = 5,5, Hitzedena- 
turierung bei ca. 95°C, Zentrif ugierung und an- 
schlieBende Einwirkung einer Peptid/Peptidylhydro- 
lase gewonnen wird. 

Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
da* die Peptid/Peptidylhydrolase Trypsin-Chymo- 
trypsin ist. 

Arzneimittel nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft der Wirkstoff einer weiteren, dxe 
Stimulation der Proliferation von Leberzellen nicht 
beeintrachtigenden chemischen Modifizier.ung unter- 
worfen ist. 

Leberschutz- und Wachs turns faktor, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er durch einen Neuraminsaure-freien so- 
wie Beta-Galactose-freien Blutplasmaextrakt mit einem 
Vfolekulargewicht von etwa 1200 D gebildet wird, der 
aus Blutplasma durch Ansauerung auf pH = 5,5, Hitze- 
denaturierung bei ca. 95°C, Zentrif ugierung und an- 
schliefiende Einwirkung einer Peptid/Peptidylhydrolase 
gewonnen wird. 
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Leberwachstumsfaktor nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daS> die Peptid/Peptidylhydrolase 
Trypsin-Chymotrypsin ist. 

Leberwachstumsfaktor nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daft er einer die Stimulation 
der Proliferation nicht beeintrachtigenden che- 
mischen Modif izierung unterworfen ist. 
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<g) Arznelmittel zur Stimulation der Proliferation von Leberzellen und Leberschutz- und Wachstumsfaktor. 

(g) Ein Leberwachstumsfaktor wird hergestellt aus dem 
Blutplasma normaler Tiere. Das Blutplasma wird durch 
Ansauerung und Hitzeeinwirkung denaturiert Es entsteht 
ein leicht proliferationsaktiver Faktor. Durch Einwirken 
einer Peptid/Peptidylhydrolase entsteht ein hochaktiver 
Leberschutz- und Wachstumsfaktor, der ein Peptid mit 
einem Molekulargewicht von ca. 1200 D ist. 
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